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INTR ODU CCION

La taurina es un amylnbﬁi;‘l‘do'nzufrado (Scido 2,.:;%mino"¢:tano sulfbnico)
que parece ger un cqmpqncnte universal de los tejidos animalas, a
pesar de'que no forma parte de las protefnas.

Se deé?:rﬁ:iS p.dr primera vez en 1a bilis del toro (56) y fue sucesiva-
mente identificado en los tejidos de diversos phyla de Invertebrados

y de Vertebrados, hasta llegar a establecorge su distribucién uiﬂ-

cua en el reino animal (29).

Se ha descrito la presencia de taurina en protozoarios y en los grupos
mas elementales de metazoarios como son porfferos, braquibpodos y
sipuncilidos. Los niveles mas elevados de tmirina se handeacrito pa-
ra el phylum de los moluscos. También se ha descrito su presencia

en anélidos, artr8podos y equinodermos. Dentro del grupo de los Ver-
tcbrados, se ha identificado la presencia de taurina en diversos teji-
dos de Urocordados, as{ comon en gran nimero de tejidos del grupo de
los Cordados, Lus concentraciones mas elevadas de taurina se encuen-
tran en el higado, rifidn, bazo, mdsculo y tefido nervioso (29).

A pesar de la amplia distribucibn de 1a taurina en los tejidos animales,
aln no se conocen totalmente los mecaniumne de su sintesis. Algunas
especies, tales como el hombra y el gato, obtirnen los requerimien.
tos de taurina por la dieta, y son incapaces de sintetizarla, en tanto

qae otras eapecics prescntan varias vias metabblicas para su forma.
Ciﬁnc
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La cistcfna es el precursor de la taurina. a partir’ de la cual puedn fuva
marse-a traves de varias vfa.n mctab&licas dtfcrentes. Parece ser que. la
vfa preferente es aquella que involucra la o;cldaciﬁn ie cistefna a fcido
ctatcfn aul!6m-o segiida por una descarboxtlaci6n, dando ‘Jg,ar + la for-
macidénde hipotaurina la cual se oxida origlntmdo la taurma (1, 8, 16).
Lor intermediarios de estavla y lae enzimas correspondientes han gido
encontradas en la mayor parte de los tejidns animales, incluyendo e}

tejido nervioso (4). La degradacién metabfil.ca de la taurina en los teji-

»

dos animales es sumamente lenta, habiéndope descrito solamente, s

convercifn a fcido isotifnico, transformacién que probablaisnte ocurre

debido a una transaminacidn (24, 3}, sin embargo este proceso parece

ser demasiado lento como para poderlo considerar como la via de de-
gradacidn fisiolsgica de 1a taurina. Esto no debe interpretarse como un
indicio de una lenta utilizacién de la taurina por los tejidos: el recambio
de taurina es muy ripido en tejidos como el rifién , cl hfgado, el pincreas
y las glfndulas suprarrenales, es intermedio cn el bazo pulmbén, intes-
tino y gbnadas, y finalmente es lento en midsculo, corazbn y cerebro (53)
A pesar de su ubicuidad en los tejidos animales, adn vo ¢2 ha identifica-
do la funcidn de la taurina, pero ¢l hecho de que esté presente desde los
grupos mas clementales on 11 escala zoolbgica, c¢s indicio de su partici-
! pacién en alguna o algunas funciones caracterfsticas de miiltiples sistemas.
Las concentracioncs mas clevadas de tauring en los tejidos animales se
encuentran en tejidos excitables ‘sles como ol mdsculo, corazbn y siste-

ma nervioso, en los que aleanza niveles de 10 4 40 mM,




En el sistema nervioss, la taurina se encuentra con notable corstancia ¢n
‘todas las eapccies hasta ahora cstudiadas; pero su participacifn en la fun-
cin nerviosa adin se desconoce. Se encuentra diatribafda en forma h‘etcrb'-
genca (10, 18) en 1as diferentes regiones del sistema nervioso central (sNG) -
encontrindose los niveles mas altos en la corteza cercbral, hipaocampo, bul-
bo raqufdeo y cerebelo (10, 18,52). Se han descrito efectos de ecste aminof-
cido sobre funciones recyuladas por centros nerviosos tales como hipoter-
mia, ataxia, y una cierta accidn sobre low centros reguladores del hambre

y de la sed ~n el hipotilamo (22,23,51,55),

La ohservacibn de que las concentraciones de tnurina disminuyen en el foco
epiléptico (57), as’ como siis niveles circulanten en suero de epilépticos
(58), llcvd a probar el efecto de la taurina comn anticonvulsivante. Tanto

en modelos experimentales de= epilepsia ( 27,28,30,57) como en epllepsia

en hamanos (28,47, 54), 1a taurina presenta un efecto protector notable con-
tra las alteraciones de¢ la excitacidn nerviosa. El mecanismo imediante el
cual la taurina pucde estar rjerciendo su acelbn anticonvulsivante se des-
conoce hasta ahora. Sin embargo estos efectos y su localizaeldn en el te-
jido nerviogo ¢n concentraciones clevadas han sugerido su participacibn

en el control de los mecanismos que regulan 1a excitabilidad nerviosa. Es-
ta accibn podria ser mediada a travis de una posible accidn como neurotrans-
misor, La aplicacibn tantoforftica de taurina produce efectos depresoras en
1a mayorfa de ins neuronns del gistema nervioso (11,12,13,40), La aceibn

inhibitoria de¢ In taurina euth asoclada conun ineremento «n 1a conductane

cla de 1a membrana probablemente n cloruros que da lugar a una hiperpo-
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larizacxﬁn (12) Sin embargo. el efecto hiperpolanzantc de la taurma, LTS
antagom..ado por 1a bxcuculina yla estrlcnma. que uon :mtagomstaa dol
GABA y la glicina respectivamentc (19) Hauta la £echa no ha mdo poaible
encontrar un antagonista eapecfhco de la accién de la. taurma. Por otra
parla au acc16n depresora es muy generalizada y poco ospecfﬂca, por lo
cual se ha planteado la posibilidad alternativa de gu accién como neuromo-
dulndor en relacibn con el control de la excitabilidad neuronal. 'ambién
en apoyo de que rl efecto depresor de la actividad neuronal de 1a taurina
no parece ser totalmente responsable de su accibn sobre la excitabilidad
se encuentra la observacifn de que ¢l GABA y 1a glicina, que presentan u-
na actividad depresora mucho mas potente (11, 14), y quc tiennn las mis-
mas restricciones que la taurina para atravesar la barrera hematoence-
filica, tiemcn una accibn anticonvulsivante mucho menos eficaz que la tau-
rina (27,28). Como una posibilidad alternativa se ha pensado que este ami-
nofcido podrfa actuar como un estabilizador de memtranas, reduciendo en
estn forma la excitabilidad neuronal. Se puede considerar la funcibn de la
taurina como estabilizador de membranas si se define 1a estabilizacibn co-
mo e} cumplir con uno o mas de los siguientes criterios (26)

1. Mantenimiento de¢ las funcliones de 1a membrana, incluyendo el funclona-
mirnto de procesos de acoplamiento precisoa,

2, Proteccibn de las funciones electrofisiolbgicas de la membrana,

3, Mantenimiento de la integridad de 1a membrana.,

4, Resistencia a procesos 1fticos.

El cfecto de 1a taurina sobre la translocacibn de cationrs en una amplia gama
de sistemas cstudiados e¢s compatible con una accibn directa sobre la per-

meabllidad de 1a membrana y por tanto con una funcidn como estabilizador
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(26) Se ha observado que en los teﬁdos cxcltables la taurma modlﬁcn el
ﬁujo de 16nes a traves d-= membranas pattlcularmnnte el de calcio’ y el -
de potasio, Ade alguna manera. afin no conocida (15 17, 59), csta acciSn po~
drfa explicnr sus multiples cfectos sobre la excitabllidad nervlosa (2) al
igual que aus efectos sobre te;tdos ’coﬂ.rﬁctilea en cstadoa no funcionales
de &stor (3,25). Lin accién estabilizadora de {a taurina podefa estar rela-
cionada con los flujos de calcio en la vecindad de 12 membrana neuronal
Esta accién podrfa explicar sus efcctos sobre 1a excitabilidad y su posi-
ble accién como estabilizador ya que s bien conocido que log niveles ex-

tracelulares de calcio incrementan o disminuyen la excitabilidad

LA TAURINA EN LA RETINA

La relacifn de la taurina con la conductancia iénica ¢en membranas puede
ser de particular importancia en la funcién retiniana, puesto que las mo:
dificaciones en la prrmeabilidad ibnica, constituyen el mecanismo bisico
de la excitacidn luminosa do los folorreceptores (31)

En la retina la concentraciba de taurina es inayor que en cualquier otra re-
giin del sistema nervioso central (32), al~ado &ste ¢l aminofcido libre mas
abundante vn la retina de todas las especies estudiadas basta ahora (9,35
36,38,60), con una concentvacibn que varfa »nun rango de 10 a 40 mM/<g,

constituyendo del 40% al 50% del total de 1a poza de aminofcidos libres en
este tejido (35,138),

L.os estudios realizados cor ol fin de determinar 1n logalizacida de la tauri-
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na en la retina; han rcvc_lado},q.xe,la“regiSn‘,dc_ log-foto:i;eceptgfes contl e
ne ‘mayor‘-qonqentfécwn de taurina. que la reti}m intérna-(9 ,30. 37) coman’

se mucstra en el oaq\;éma anexo. La funcibn de la taurina en estas ctlulas
de 1a rcth\a.nltamontt‘»cspeci#ilzadak r.novse conoc}e;‘b‘sln' embargo, su parti-
Cipéél& en 1n fenologfa del Teceptor se sugiere por el hecho derque 1a tau-
rina se libera de la retina en respuesta a la egtimulaclién luminosa. Este
efecto de la tauring parece ser espec{fico yn que es el dnico aminoicido
que 84 libera al estlinular con luz, afdn cuando l1a estimulazifr cléctrica
provoca no solo la liberacida 4¢ taurina sino también la liberacifn d« otros
aminoficidos (39,41). El aumento de 1os niveles intracclulares de calcio =n
la retina, facilitan la liberacibn de aminofcidos tales como la taurina, el
GABA y la glicina en medios tanto con como sin sodio (42). En presencia
de sodio la liberacion de los tres aminofcidos e¢s aimilar, pero en un me-
dio libre de sodio 1a liberactén de taurina es mayor.

La hipStesis de que 1a mayor concentracidén de taurina se encuentra en los
fotorreceptores y de que posiblemente est® actuando como un cotabilizador
de membranas, ¢s funrtemente apoyada por rptudios recientes que muestran
que cuando s~ alimentan gatbs con una dieta libre de taurina y con casefna
como Gnica fuente protéica, éstos desarrollan una defictencia de taurina
en la retina (5,20,48,49) y la subsccuente degeneracibn de las células foto-
rreceptoras (21,44, A8, 49). Este mal funcionamiento de 1a retina ocurre
da 15 a 45 semanas después de la eliminacibn dw este nminofcido de la die-

ta, Se obhserva una disminucibn gradunl en las amplitudes de los, componen-

tes del electrorstinograma (ERG) correspondicntes a conos y bastones, Yy




CONCENTRACION DE TAURINA EN: LA RETINA DE POLLO (37).

REGION

JlM/gr.
SE del fotorreceptor 8.0
SI det fotorreceptor 24.5
Capa Nuclear Externa 29.2
‘ C. Plexiforme Externa 20.0

/Capa Nuclear Interna 14.5

C. Plexiforme Interna 5.0

Células Ganglionares 4.8

4",_,_..,-ervio Optico
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se ha demostrado que el rétrasovtempoi'nli en la respuesta eléctrica de los.

conos coincide con la degencracibn de las células fot Jrr_(v:"céptvo‘ra.a. Ultracs-
tructuralmente se encuentra una vesiculacién, desorientacidn 'y desintogra-

cidn de los segmentos externos (SE) de los fotorreceptores,en efapas teme-

pranas y s~ continfan con la subsecuente degeneracidn de 1a poblacidn total

de fotorreceptores (20).

Al medir los niveles de aminoficidss libres en plasma y en la retina para
determinar si son afectadas lag concentracionss de aminofcidos azufrados,
concamitantemoente a la degencracidén especffica de fotorreceptores, s ha
ohservado que log niveles de taurina disminuyen notablemente ¢n los gatos
que han sido alimentados con cascina y sin tauriai, mientras que los nive-
les de otros aminofcidos se mantienen dentro dr 1o lfinites normales, Es-
ta disminucién en el contenido de taurina es un proceso progresivo y aelec:
tivo que precede a la muerte de las células fotorreceptoras,

La disminuci8n cn cl contenido de taurina en la retina, pudiese resultar de
una disminuciba en la sfatesis de este aminoficido 5 en una disminucién en
la captacién detaurian del plasma por este tejido. Amboa procesos padrfan
regular normalmente la concentracifin de taurina en retina, que a su ves de-:
pende de los niveles de taurina § de sus precursores en cl plasma (26,
Solamente las dietas que contienen taurina mantienen las amplitudes norma-
lea del clectroretinogram= y las concentraciones normales de tauriail en
retina y plasma (5,49). Estas observaclones han establecido un papel para
la taurina exfgena, como ser la responsable de mantener la funcién normal

de 1a rotina de gato, El mecan'simo exacto a través del cual se generan las
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perturbaciones descritas en el gato‘.aﬁn ge.de»nc‘onqgen,‘pero podrfa sur de
gran interés para establecer la funcibn de la ta\;ri;xé:_ no sblo en la retina si-
no en otros tejidos excitables. Entre los problemas que han dificultado el
estudio de 1a accidn dc': la taurina en las _funciones biolbgicas, sc cucnta en
primer lugar cén la imposibilidad pﬁra disﬁ\inuir 10’: niveles de tauriua en
los tejidos, pucsto que aparentemente los distintos mecanismos de sfntesis
y los procesos de transporte tisular se combinan en forma muy eficaz, ha-
ciendo practicamente imposible producir experimentalmente una reduccién
en la concentraci8n de taurina en las células,

Con el objeto de contribuir a esclarecer la funcién y mecanismo de accibn
de la taurina, y tomando como antecedente directo las obaervaciones efec-
tuadas en los gatos con deficiencia de taurina en la dieta, se estudid el e-:
fecto protector de este aminoficido en un sistema sencillo, in vitro. Para
el trabajo experimental se utiliz6 1a observacifn de Schultze (50) quien des-
cribib que los segmentos externos de los fotorreceptores aislados de la re~
tina de rana sufren una desintegracién al s~r expuestos a 1a luz, similar a
lo que se obrarva en el gato in vive,

Una preparacifn de este tipo es recomendable pues permite modificar las
condiciones ifnicas del medio extracelular, as{ como imedir los procesos
de transporte da iones que pudicran estar involucrados tanto en el fenbime-

no de desestabilizacibn de 1a membrana por la luz, como ¢n el mecanismo

de la poeible aceibn protectora de la taurina,



'MATERIALES Y METODOS

En ¢l presente trabajo se utilizaron los segmentos externos de los foto-

rreceptorca e ranas adultas (Raﬁa berla..‘ndlcri-trilob:lt-‘l).

AISLAMIFNTO DE LOS SEGMENTOS EXTERNOS : Se adaptiron las ranas

a 1la obhscuridad durante un pericdode 1 a 2 horas,

Las retinas se extrajeron en 10 ml de medio isotdnico Krebs-bicarbonato
que contenfa las sighieates concentraciones mM de NaCl 118; KC1 4.7

CaCl, 2.5; M3504 1.17; KHp1PO4 1.2; NaHCO; 25; glucosa 5.6 pH 7.4,
bajo luz roja; las retinas se agitaron durante un minuto a velocidad media

en el vortex, para desprender los segmentos externos {SE)de los fotorre-~

ceptores ( figs., 1y 2 1.

Los segnientos externos se colestaron mediante centrifugaciédn a baja velo-
cidad, 900 xg durante 10 min. a 4°C, v posteriormente se resuspendieron

en el medio isoténico de Krobs-bicarbonato,

Una parte de la fraccibn de SEse expuso a 100 W de luz blanca durante dos
horas y se mantuvo otra part~ en la obscuridad como control,

Los SE s~ expusieron al efecto de diferentes aninoficidos tales como tauri-
na, GABA , glicipa y valina, y a difercentes medios de incubacién comao sc

indica inas adelante, con el objeto de caracterizor el vransporte sobre ¢l

cual tiene efecto 1a luz y la taurina,

Lona detalles oexperimentales sa monctonerfn en cada uno de los experimena




tos correspondientes.

Loa SE se c_uantiﬁcpron‘ utilizando la microsopfa 8pi_:ica contando el nme-
ro do SE' que presentaban desorganizacién de 14y mambranas y los que no,

Los diferentes medios de incubacién que se utilizaron se prepararon mo-

dificando el medio bisico Krebs-bicarhonato #ghn se detalla a continuacidn:

a) Medio sin calzio: El cloruro de calcio del medio Krebs-bicarbonato se e-

limina del medio de incubacibn,

b) Mendio sin sodln y con bicarbonato de potasio: EL NaCl se substituyb por

cloruro de colina con la misma osmolaridad y ¢l bicarbonato dr- sodio por

bicarbonato de potasio 25mM,

c) Medio Krebs-Hepes: Se substituye el NaHCO; por Hepes ( n hidroxi n

etil piperazina ctil cter) 25 mM para mantener o1 pH,

d) Medio Krebs~ Tris: Se sustituye »1 NaHCO,3 por Tris ( Tris hidroxi metil

amino metano)-HCi pH 7.4 25 mM para mantener el pH,

e) Medio Sacarosa-N:\HCO3 * Se prepara con sacarosa 0,27 M y bicarbona~
to de nodio 25 mM.

£} Medio sin cloro: El NaCl y KC1 s« sustituyen por acetato de sodio 118 mM

y acetato de potasio 4.7 mM raspectivaments,

g) Mrdio Sacarosa~- NaCi-NaHCOj3: Se prepara con NaCl 118 mM, NalCO,
25 mM, glucosa 5.6 mM y sacarosa 22,8 mM § cloruro de colina }15,6 mM.
h) Mcdio NaCl-CaCly- NaHCO;: Sc prepara con NaCl 118 mM, CaCl, 2,5

mM, NaHCOq 25 mM, glucosa 5.6 mM y rloruro de colina 10.6 mM,
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Medio NaCl-CaCly,: Se¢ prepara con NaCl 118 mM, CaCl, 2.5 mM, glu-
cosa 5.6 mM y Tris-HCL pH 7.4 25 mM.

i) Medio CaClz- NaHCOj: Se prepara con cloruro de colina 118 mM, CaCl,

2.5 mM, NaHCO;3 25 mM y glucosa 5.6 mM.

k) Medio NaCl y NaHCO5: Se prepar‘a el medio Krebs pero con NaCl 93 mM,
cloruro de colina 25 rnid y NuHCO3 50 mM.

CAPTACION DE ELEMENTOS RADIOACTIVOS : Con el objeto de tratar de
caracterizar log ionecs involucrados en el proceso, los segmentos externos
aislados equivalesntes a 0.7-4.5 mg de protefna se incubaron en frfo en un
medio Krebs-bicarbo:ata que contenfa los clementos radioactivos 450;’
20 pCi/ml;  ¥®Na’ 17.45pCi/ml; 14 C- bicarbonato de sodia 4. 16 pGi/mi;
H-agua 250,000 dpm/100 ply Taurina 25 mM gegin ge indica en los re-
sultados, corregpoadicates a cada experimento.
Deegputs de dos horas de exposicién ala luz, la reacuidn se detuvo median-
te In centrifugacibn por duplicado de alfcuotas de 0.15 ml de la mezcla de
incubacidn en una centrffuga Microfuga Brckman Modelo 152 durante 30 seg.;
las pastillas se lavaron superficialmente con agua frfa bidestilada, sc solu-
bilizaron con 0,2 ml de NCS ( Tissue Solubilizer, Amsersham/Searle) y se
transfirieron a viales. La radioactividad acumulada en el te:jido solubiliza-
do se midid despuls de la adicibn de 10 ml de Tritosol preparado con PPO
3 g., tritdn X-100 27 n}., Etilenglicol 37 ml., Ftanol 106 ml,, y Xilel 600

ml. para un volumen final de } Lt,, onun contador de centelleo Packard pa.

ra mucestras 1fquidas Modrlo 2425,
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fig. 1

Esquema que muestra las conecciones citoplfsmica
y ciliar en los fotorreceptores de Vartebrados.
La agitacibén en el vortex provoca la ruptura de los

fytorreceptores en el punto marcado con la flecha
gruesa,
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EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA ESTRUCTURA DE LOS SE

Los segmentos externos’ (SE) de los fotorreceptorcs aislados de la retina.
de rana incubados: en frfo en'u.n medi§ Krcbg-btcarbpnato apH7.4y exp‘ucs-
tos a la luz durnnte dos horas, sufren una deporganizacidn en su estructura
membranosa la cual se distingue clar:}mcnu} al observarlos bajo microsco-
pio bptico, Los SE. a{éctados por la‘ luz pregentan una disposicidn visible

de los dlacos intermembranales y un desarreglo general de su estructura
membranosa original (fig.3) lo cual no se distingue en aquellos SE que se
han mantenido ¢n la obscuridad, ¢n los que #se observan como bastones con
una estructura membranosa bien definida {fig.4).

Al examinar los SE expuestos a la luz con ¢l microscopio vlectrénico se ob~
serva claramente la desintegracién y desorganizacién de las membranas
que conatituyen el SE, En &stos se pierde toda sccuencia organizada de los
discos Intermembranales y de 1a membrana plasmética (fig.5). Esta desor-
ganizaclbén membranal no se observa en aguellos SE mantenidos en la obs-

curidad, los cuales conscrvan {ntegra su estructura original (fig.6).

EFECTO DE LA TAURINA SOBRE LA ESTRUCTURA DE LOS SE EXPUES-
TOS A 1LA LUZ,

Al incubar los SE en ¢l medio Krebs-bicarbonato que contenfa taurina en u-

na conuentracibn de 25 mM y despufs de dos horas de exposicibn a la luz,
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no se. observ6 la- desorganizacx&n membranal tfpica producxda por la llumi-_
naciSn. por ol contrarlo. esto: SE al exumlnurlon por mxcroscopfa elcctrS-
nlca presentnron una’ configuracl6n similar a 1a o‘bservada en 1 los SE mante-
ntdoa,r-_q ia oybacund.ad"’( ﬂg.;'?)_. pov gantp la taurina a esta concentracifn

claramente tiene una acciﬁn protectora de loy SE contra la desorganizacibn

membranal que cuantitativamente va del 807 al 90%.

Se probd el ofecto dg concentraciones menoregy de taurina, com 5y 10 mM
sobre la desorganizacibn de los SE expuestbq a la luz y nuevamente se coser-
v el ofecto deacrito para concentx.-acionevs de 25 .mM pres entfndose una pro-
teccibén de 68% y 69% a concentraciones de 5 y 10 mM respectivamente. Al
aumentar la concentracién de taurina a 50 mM no se observd diferencia con
respecto a 1a concentracidn de 25 mM { fig. 8),

Con el objeto de explorar la especificidad del efecto de la taurina se estudid
la accién de otros aminoicidos tales como ¢l GABA y la glicina.

Estos aminofcidos presentes en el medio de incubacién Krebs-bicarbonato
a concentraciones de 5 y 10 mM mostraron un efecto similar al de la tauri-
na, protegiendo a los SE de los fotorrecceptores contra la desorganizacibn
membranal (fig.9).

Por otra parte la valina, aminoficido neutro a pH fisioléygico y que no tiene
ninguna accién sobre la actividad neuronal, no tuvo una accién protectora
contra el cfecto de la luz sobre los SE (fig.9),

Gon objrto de conocer los posibles mecanismos responsables de esta des-

organizacién membranal se modificd la concentracién 16nica dol medio, subs-

tituyendo Jos diferentes lones,
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SE CON DESORGANIZACION MEMBRANAL (%)

[ OBSCURIDAD
wz
FZRLUZ + TAURINA

50

o5 (10)

(3) (3)

o
o

5mM  1OmM 25 mM 50 mM

fig. 8. Efecto de las diferentes concentraciones de taurina sobre la
desorganizacibn membranal de 5E incubados en medio Krebs-
bicarbonato despubs de dos horas de oxposalcibn » la luz, Los

resultados son promedios  8.E.M, del nlmero de axporimen

tos indicados en el parénlesin.
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EFECTO DEL ‘cALCI O SOBRE LA ESTRUCTURA DE LOS SE EXPUESTOS :
ALALUZ. o
Con el objeto de rxplorar la dependencia al.cﬁ\'clo para la apnrlclén de la’
desorganizacién membranal de los SE iluminados, éstos se incubaron en’
un medio liﬁ;-o de ;éicio. Lq‘b ‘res’uitados er.\'c:bntirkad:')d ruestran que este ca--
t'u;m divalente no phrécc oqt‘ar involucrado directamente c;n el fenémeno cs-
tudiado (Tabla I), sin embargo no debe oxclu_frsé su posible participacién
pnoéto que la captacl6n‘ de clalcio por log SE dismimuye en un 25% en aque-

llos segmentos externos que fueron iluminados coa respecto a los que se

mentuvicron en la obscuridad. La presencia de taurina 25 mM redujo afin

mas la captacién de calcio en un 8-10% { Tabla 11).

EFECTO DEL BICARBONATO DE SODIO SOBRE LA DESORGANLZACION
MEMBRANAL DE SE.

En los SE expuestos a 1a luz a 4°C en un medio de incubacibn Kreba-bicar-
bonato en el cual se subatituye el bicarbonato de sodio por otros amorligua-
dores con el objeto de mantener el pH, tales comn Tris y Hepes, el efecto
de dcsorganizac'16n de lan membranas por la luz ya no se observa (Tabla Ii1).
La figura 10 muestra ol efecto de diferenten concentraciones d= bicarbonato
de sodio rn relacién con la desorganizacidn de los SE causada por la luz, El
por ¢irnto de desorganizacién membranal obnervada con relacién a la con-
centracién de bicarbonato varib en rango de 2.5 a 12,5 mM. A partir de
rata concentracibn la desorganizacién es lgunl a 1a observada en el medio

de incubacifn que contenfa 25 mM de bicarbonato de sodio. Cuanda 'a cone




TABLA 1l. EFECTO DE UN MEDIO DE INCUBACION LIBRE DE CALCIO Y DE LA TAURINA

25 mM SOBRE LA DESORIENTACION MEMBRANAL DE SE EXPUESTOS A LA
LUZ.

MEDIO DE INCUBACION SE CON DESORIENTACION MEMBRANAL (%)

Obscuridad Luz Luz + Taurina
]
Ni
[¥4]
Krebs-bicarbonato 23.7+ 0.9 (9) 56.5%2,6 (9) 12.4+0.3 (3)
Medio ain calcio 26,2%1.7 (6) 42.4+ 13,1 (6) 19.9+ 0.5 (3)

Los resultados son promedios+ S.E,M. del nfimero de experimentos indicados en el paréntesis.




TABLA II. EFECTODE LA LUZ Y DE LA TAURINA 25 mM
SOBRE LA CAPTACION DE 45C4* EN SE.

CONDICIONES DE INCUBACION CAPTACILON (ninolas/mg P rotefna)
45ca*
Obscuridad 4.0+0.6 (4)

Obscuridad + Taurina

Luz

Luz +Taurina

3.7 0.5 (4)
3.0 0.5 (4)

2.7% 0.2 (4)

/ a ‘. 73)
&
£

Los resultndos son promedios £ 5. E. M.
indicudos on el paréntesis.

del nimero de experimentos
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TABLA 1il. EFECTO DEL BICARBONATO DE SODIO, TRIS Y HEPES SOBRE LA DESORIEN.;
TACION MEMBRANAL DE SE EXPUESTOS A LA LUZ.

Medio de Incubacifn

SE con desorientaciébn memhranal (%)
)

Obscuridad ' Luz
Krebs-bicarbonato 23.7£0.9 (9) 56.5¢+2.6 (9)
Sacarosa 0.32 M 12,0 £0.2 (3) 18,0 £ 0.2 (3)
Sacarosa-NaHCOj (25 mM) 10,1 21,3 (3) 18,6 £2,5 (3)
Krebs-Tris, NaCl (118 mM) 17.5%0.7 (3) 19.620.2 (3)

Krebs-Tris, NaCl (143 mM) 21.6%20.4 (3) 36.820.7 (3)

Krebs-Hepes 24.8%0.5 (3) 22,2 1,0 (3)

Loy resultados son promedios £S.E. M., del nimero de experimentos indicados en ¢l paréntesis.



SE CON DESORGANIZACION MEMBRANAL (%)
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Fig.10. Efecto de diferantes concentraciones de bicarbona~

to de sodio sobro la desorganizacibn membranal de

SE oxpuestos a la lur.. () Obscuridad (0—0) Luz,

Cada punto de la gréfica es ol promedio + 5.E.M.

de 3 experimentos .
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centracibn de bicarbonato de sodio se incremen_f& a 50 mM, no se observf
aumento on la deuoi-ganlz‘acl&n de i‘ns'bn;émb“raiinn de lo‘ﬁ' SE ‘cuaﬁdo se expu-
sieron & la luz.

Con el objeto de conocer si unicamentela prescncia de bicarbonato era red-
ponsable de la desorganizacibn de las membranas de los SE, &stos se expuw
sieron a la luz en un medio de incubacién constitufdo por sacarosa lsotbnica

que contenfa 25 mM de bicarbonato de sodio, En estas condiciones no se ab-

servd €] efecto de desorganizacifn cn las membranas (Tabla III) al compa-

rarlo con nl medio Krebs-bicarbonato.

[

. H
10 v N

EFECTO DE DIFERENTES

CONGENTRACIONES DE CLORURO DE SODIO
SOBRE LA DESORGANIZACION'MEMBRANAL DE'SE'.
Cuando los SE gc cxponen a la luz a 4°C y se incuban en un medio Kreba-

bicarbonato en el cual se varfa la concentracifn de cloruro de sodio de 25

mM a }J# mM se observb una creciente ruptura de los SE paralela al incre-

mento en 1a concentracibn de NaCl.

La presencia de 25 mM de taurina en el medio de incubaci8n protegid en to-

dos los casos contra la ruptura membranal causada por la luz (fig.11).

EFECTO DE OTROS IONES,

La incubacibn de SE en un medio que contenf{a solamente 118 mM de NaCly
NalHCO, 25 mM expuestos a la luz, produjo Jos mismos efectos ohservados

en ol medio Krebes«bicarbonato completo (Tabla 1V),

Cuando «n ¢l medio de Incubacién faltabna alguno de estos dos componentes



fig. 1)
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Efecto de la taurina 25 mM y de diferentes concentraciones
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TABLA 1V. EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE INCUBACION SOBRE LA DESORIENTA.
CION MEMBRANAL DE SE EXPUESTOS A LA LUZ.

Medio de Incubacién

SE con desorientacibn membranal (%)
Obscuridad Luz

Krebs-bicarbonato 23.7% 0.9 (9) 56.522.6 (9)

Sacarosa-NaCl(l18mM)-NaHCO3(25mM) 24.4%1.7 (3) 49.620.7 (3)
Krebs sin NaCl y con KHCO3 (25mM) 13.9 1,3 (3) 16,9+ 0.9 (3)
NaHCO,(50mM) y NaCl(93mM) 21.1%0.5 (3) 62.820.5 (3)
NaC1(118mM), CaCl,(2.5mM),NaHCO3(25mM) 23.4%0.7 (3) 66,0 6.5 (3)

NaC1(118mM) y CaCl, (2. 5mM) 18.7+0.3 (3) 20.3£0.3 (3)
(aCl,(2.5mM) y NaHCO3(25mM)

10.3¢0.4 (3) 7.7¢0.4 (3)

Medio sin cloro

8.9+¢0.3 (3) 13.1%20.6 (3)

T.os resultados son promedios £ 5. 5. M. dul nimero de experimentos indicados en ¢] paréntesis.

- 1€ -



pres en‘_t6'vel efecto.

Por otra parte cuando los SE sc incubaron e¢n un medio libre de cloro no se

observd el efecto dcsorganizédor inducido por la luz (Tabla IV).

CAPTACION DE 22Na'y DE 4C-BICARBONATO DE SODIO.

De los datos revisados hasta aquf es ovidente que el efecto de la luz sobre
la eatructura de los SE depende de la presencia de NaCl y de bicarbonato

en ¢l tnedio de incubacién,. Por esta razbn consideramos necesario identi-

ficar el transporte de 2284 y de 14C--blcarbonato de sodio en los SE en di-

ferentes condiciones experimentales estudiadas tanto en presencia como en
ausencia de taurina a una concentracién de 25 mM,

En la Tabla V se muestra que 1a acumulacidn de 22Ng ¢n los SE expuestos
alaluz es ligeramente mayor que en la obscuridad, y que la adicién de 25
mM de taurina disminuye esta captacién en un 15-17% en ambas condiciones
de luz y obscuridad,

La acumulacibn de MC-bicm'bcmm;o de nodio se ve incrementada en un 27%

en aquellos SE expuestos a la luz, La presencia de 25 mM de taurina redu-

jo la captacifn de MC-bu::n'bonuto de sodio ¢n los SE iluminados en un 33%

{Tabla V).
CAPTACION DE 3H-AGUA.

En rchanadas de corteza cerebral de mono se ha descrito que el transporte

de NaCl en presencia de bicarbonato, la cual e acompafia de 1a enteada de




TABLA V. EFECTODE LA LUZ Y DE LA TAURINA 25 mM SOBRE LA CAPTACION

DE %°Na* ¥ DE !YC-BICARBONATO DE SODIO EN SE.

Condiciones de Incubacibn Captacién (nmolas/ mg de Protefna)

zzNa+ 4 cobicurbonato
Obgcuridad 154.7¢ 20.5 (3) 79.3¢ 6.5 (5)
Obscuridad «Taurina 132.5« 7.5  (3) 74.9¢ 8.5 (5)
Luz 163.1£19.6 (3) 101.2¢ 10.4(5)
Laz +Taurina 136.2%18.5 (3) 68.2v 6.6 (5)

Los resultados son promedios +5.E. M, del nimero de experimentos indicados en el
parfntesis,

[
<
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ag{xa y con el consiguiente hinchamiento de las células (7), se presenta en
medios con altas concentraciones de potasio.
Con el objeto de explorar esta posibilidad se midib la acumulacibn de 3H-a-

gua equivalente a 250,000 dpm/ 100 pl, rn diferentes condiciones experimen-

tales ¢n presencia y en ausencia de taurina,
La tabla VI muestra que la acumulacidn de 3H-ngua en los SE expuestos a

la lug, se ve incrementada en un 12% con respecto a aquellos mantenidos en

la obacuridad.

La adleidn de taurina 25 mM a los SE expucstos a la luz disminuyd no sig-

nificativamente la captacién de 3H-agua.




TABLA VI.
H-AGUA EN SE.

Condiciones de Incubacibdn

Obscuridad

Obscuridad + Taurina

Lz

Luz +Taurina

EFE%TO DE LA LUZ Y DE LA TAURINA 25 mM SOBRE LA CAP
DE

Captacién ( dpm x 10~3 / mg Protefna)

34.AGUA '

2.5¢0.4 (7)
2.9£0.3 (3)
2.820.,5 (7)

2.7%0.2 (3)

Lnp resultudos son promedios + S, 12, M. del nimero de experimentos indicados en el

paréntesis,




Schultze en 1866 (50), descibib el efecto de la luz sobre los Aegmentos ex-
ternos aislados de retina de rana a un nivel morfolbgico, sefialando que 1a
luz provocaba la desintegracifn de 1as membranas de los segmentos exter=

nos; sin embargo en ese momento no se buscaron los mecaniamos de accibén

5 1a razdn de los efectos observados.

En este trabajo estudiamos el efecto de una seric de componentes del me-

dio iénico, con ¢l fin de determinar cual & cuales son los iones responsa-
bles del fendmano de desorganizacidén de la membrana. Los resultados mos-
traron claramente que se vejaiere de la prese¢ncia de blcarbonato y de clo-
ruro de sodio en ¢l medio de¢ incubacidn, para que sc presente el efecto dz la
luz sobrc los SE, Otros componentes del medio como ¢l calcio, ¢l fosfato

y el poiaslo, parecen no estar directamente rwlacionados con easte fenSmeno.
No pudimos determinar con precisifn cual ¢s 1a naturaleza del fendmeno

que causa la desorganizacién. Una posible explicacién para &sto seria la en-
trada de agua al segmento externo, pero no pudimos medirla claramente.

En rebanadas de SNC se ha encontrado un fendmeno que tiene cierta simili-
tud con lo que se obmervd en la retinn, Bourka (7) y colaboradores describie-
ron que el aumento en la concantracifn de blcarbonato en ¢l medio de incu-
baclfn que contenfa altas concentracioncs de potasio, induce un hinchamien-
to ¢n rebanadas de corteza caerebral de mona, y que adem&s ¢ate hinchamien.

to estf particularmente asociado con aumentos en los niveles intracelulares

%
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de los iones Na y Cl. En este cdao‘tamhién“sb‘z requiere de la presencia

de bicarbonato y de cloro; pero en ese estudio, sf s pudn medir el hin-
chamiento por la entrada de agua debido al aumento de p‘eao' del tejidb y

por determinacidn del espacio inulfnico.

Posiblemente la existencia de una bomba HCJO:,-lepodrfa ser la respon-
sable de mantener los aiveles de NaCl y de agua. Se ha descrito 1a existen-
cia de ¢pta bomba en varios tejidos animales, como son el tejids nervio-
80 y muscular, en sistemas tan diversos comn el axén gigante del calamar,
las neuronas del caracol, ¢l misculo de los percebes y las branquias de

la trucha (46). El funcionamiento propuesto para esta homba, consiste en
un mecanismo dependiente de AT que transporte el bicarbonato externo

a cambio de clorn interno. Una vez dentro el bicarbonato s« combinarfa
con protones para producir bibxido de carbono y agua que posteriormente
saldrfan de la célula para dar protones y bicarbonato nuevamente.

La existencia de una bomba de e¢ste tipo no se ha observado en la retina.
Sin embargo se ha reportado la existencla de 1a bomba Na-K ¢n el segmen-
to interno de los fotorreceptores (6) lo cual puede ser indicio de la existen-
cia de un mecaniamo similar al sistema de intercamblo bicarbonato-cloro
en «1 segmento interno, y que en condiciones fislolfgicas podrfan regular
los niveles fisiolbgicos de estos iones.

Nuestros resultados Indican que la tourina contrarresta el transporte de

bicarbonato en los segimentos externos aislados expuestos a la luz, y posi-




blemente sea este el mecanigfno de proteccibn de la taurina, Sm embargo
hay que hacer notar que los 2f2cing observados en este ¢estudio son unica=
mente sugerentes de lo que podz.;fa ocurrir a nivel fisiolbgico.

En nuestros experimentos la taurina s¢ encuentra en el medio, mientras
qa« en condiciones fisioldgicas, cete aminoficido se encuentra en el interior
de la célula y sus niveles extracelulares son muy bajos. Sin embargo, pues-
to que 2n nuestros experimentos no se obpcrvn una gran alteracibén en el
ancho de¢ los segmentos externos sino mas bien en la Jongitud de éstos, po-
demos p¢nsar que probablemente lo que aumenta a consecuencia del efecto
de la luz es la distancia entre los discos mas que la distancia entre la mem-
brana celular y las membranas de los discos internos, lo cual podria suge-
rir que efectivamente la taurina intracelular estf actuando para regular la
disposicién de la membrana,

El mecanismo de accién de la taurina en este sistema, podria diferir con
aquel que se¢ presenta en los gatos que sufren una degencracién de fotorre-
ceptores, al ser alimentados durante un determinado periodo de tiempo con
una dieta libre de taurina, en que en éstos, 86lo se previene O revierte la
degeneracidn de los fotorreceptores adicionando taurina a la dieta, Ningin
otro aminofcido ha wido capiz de prevenir este fenbmeno, A diferencia de
esto, nuestros resultados muestran que tanto e] GABA como la glicina pra-
sentan una accidn aimilar a la taurina «n cuanto a que protegen a los SE con-
tra la desorganizacifn de 1a membrana mediadn por la iluminacibn,

El efecto de 1a taurina sobre 1a translocacibn de cationes, enuna amplia

gama de¢ sistemnas estudiados, ¢s compatible con una aveidn directa sobre



la permeabilidad de 1a membrana y por lo tanto.con.una funcidn como ¢n-

En el sistema que estudiamos encontramos qL{d el transporte afz'cfado por
la taurina, requiere de la presencia en el 'hjmdl;) dz'v:i‘ncuba'ci6x‘1‘jd_e1 ibn bicar-;
bonato, por tanto el fenbémeno inicial podrfa ser a través del bicarbonato co:
’ mo primera «tapa y senundariamente estar involucrado el galcio.
Lios regultados obtenidos en cste trabajo sugieren una accidn estabilizadora
de la taurina a nivel de¢ membrana, y puesto que el medio utilizado repro-
’ duce las concentraciones idnicas de los quidos fisiolbgicos, es posible an-

ticipar que ¢l efecto observado podrfa relaclonarse con la accidn fisiolfgi-

ca de este aminofcido en la retina,
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